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クロッカスから分離された beanyelow mosaicvirus (BYMV)
の諸性質並びにBYMV3系統の血清学的類縁関係
兼 重 寛 ･前 田字 意 ･井 上 威 信
わが国で栽培されている球根クロッカスには,これが栄菜繁殖であることもあって,モ
ザイク病の発生か著しく多く,大きな聞層になっている.クロッカスのモザイク病や花の
斑入病などの病原ウイルスとしては,外国ではarabismosaicvirusl),beanyelowmosaic
virus(BYMV)4･7･27),cucumbermosaicvlruS(CMV)4),crocusbreakingvirus28),iris
mosaicvirus(IMV)291および tobaccorattlevirus(TRV)17.20･29)が報告されている.わ
が国では,1932年福士9)および1939年沌元30)によってクロソカスにモザイク病が発生してい
たことか記述されているが,病徴の記載のみで.病原ウイルスについては全く調べられて
おらず,唯一1986年井上ら17)によりTRVの発生が報告されているに過ぎない.井上らの
報告では原株クロッカスからTRVを検出して同定するとともに,Potyvirusと思われる
ひも状ウイルスの感染を確認しているが,これについては未同定のままであった.そこで,
その未同定のひも状ウイルスを単離し,諸性質を調べたところ,わが国ではクロッカスの
新病害であるBYMVと同定された.本報では本ウイルスの諸性質並びに他の植物 (ェン
ドゥ,グラジオラス)から分馳された BYMVの2系統および cloveryelowveinvirus
(CIYVV:エビネ)との血清学的類縁関係についてt)記述する.
本実験を行うに当り,BYMV-0(p-25M)を分相きLU=大阪府立大学名脊教授井上忠封博士並TJにクロ
ンカスの柄株の探射 こ当りご協力を扱いた元新潟株価芸試験場場長中臣康範博上に探甚の謝意を蓋する.ま
た失敬に協力Lて蔵いた光軸勝二技官に謝意を表する.
実験材料および方法
供試ウイルス 本ウイルスは新潟県で採集した明瞭なモザイクを示すクロッカスから以
下の方法で分触した.原株クロッカスの病巣磨砕液を数種の植物に接種し,発病したソラ
マメを接種源にして Chenopodium quinoaに接種した.さらに C.quinoaを用いて単一
局部病兜分離を3回繰り返すことによって,申.胎のウイルスを得た.電顕観察によりひも
状粒子のみが含まれていることを確認した後,ソラマメで継代培生して供試ウイルス(Cr0
-4分触株)とした.また1990年春,佐JR県で採集したモザイクを示すサフランから分離し
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たウイルス (Cr0-13)i)同様に供試した.さらに本ウイルスとの類縁関係を調べるためエ
ンドウから分離された BYMV-0 (p-25M),グラジオラスから分離された BYMV-Gお
よびエビネから分離された CIYVV (Ca卜35)18)も並行 して供試した.
汁液接種 汁液接種は嫡薬に0.1M りん酸緩衝液 (pH7.0)を加えて磨砕し,カ-ポラ
ンダムを用いた骨法により温室内で行った.寄主範囲の試験にはソラマメの病垂を接種源
とした.接種後3週間頃までの病徴の有無を観察し,また病徴が現れないものはソラマメ
および C.quinoaに戻し模概して確かめた.さらに必要に応じて電顕観察によりウイルス
粒子の有無を確かめた.
アブラムシ伝搬 アブラムンの伝搬試験には,健全コカブ トで飼育したモモアカアブラ
ムシ(MyzLSt,erSZ'cae)を用いた.1時間絶食させた77う ムシを椛病ソラマメ葉上に30秒,
loヵ,30分,1時間,4時間,24時間放して雄得吸汁させたのち,健全ソラマメの幼下狛こ
移して24時間接種吸汁させた(漣得吸汁試験).同様にソラマメ病兼 ヒに24時間放して獲得
吸汁させたアブラムシを,健全ソラマメに移して30秒.10分,30分,1時間,4時間,24
時間接種吸汁させた(接種吸汁試験).それぞれの試験にはソラマメを10本ずつ用い,1本
当り5匹のアブラムシを供試した.
粗汁液中での安定性 椛病植物粗汁液中でのウイルスの安定性は,ソラマメの全身感独
英の粗汁液を用い,C.quinoaに接種して調べた.
ウイルスの純化 ウイルスの純化は基本的には上田ら (1975)の方法に従った.接種2
週間後の間柄ソラマメの凍結兼に2倍畳の0.1MTris-HCI緩衝液 (0.05MEDTA,10/.
2-メルカ70トユタノ-ルを含む,pH7.0)を加えて磨砕し,室温で1時間静覆した後,二
重のガーゼで搾汁した.粗汁液に1/2客足の四塩化炭素 とクロロホルム (1●1)を加え
て清澄化した後､7,000xg,15分間遠心分維した,水層をとり2%TritonX-100,40/.ポ
リエチレングリコール6000を加え､60分間税はんした後,1時間静置L,7,000xg,15分間
違心分離した.得られた沈澱は0.5M尿素を加えた0､01Mのりん酸緩衝液 (PB,pH7.4)
に溶解 し,1%TritonX-100を加えて30分間税はんした後,7,000Xg,15分間遠心分離し
た.その上清を200/OのLよ粉溶液上に蓮層L,78.000xg.90分間遠心分離した(Beckman
SW-27).その沈澱を0.01MのPBに溶解し101400/.のしょ糖密度勾配に盈Jk/)して,78.000
xg,120分間遠心分馳した(BeckmanSW-27).ウイルスバンドを採集して0.01M PBで
希釈し,95,000xg,90分間遠心分離Lた (Beckman50.2Ti),得られた沈澱を0.01M の
りん破綻補液 (pH7.0)に溶解 して,7,000xt,0-,15分間遠心分離し,上帖を純化ウイルス
標品とした.
抗血清の作製および血清反応試験 本ウイルス (Cr0-4)に対する抗血清は,家兎に
Freund'scompleteadjuvant(DifcoLab.)で乳化 した純化ウイルスを1臥 次にFreund's
incompleteadjuvantを用いた筋肉注射を4回 (2週間おき)行った後,蔵後の注射から
2週Fu後に扶血した∴ -回の注射には50-80gの材料 (罷病ソラマメ)から得られたウイ
ルスを用いた.また,BYMVIGに対する抗血帖も同様に作製Lた.免婚Eli踊法ではメッ
シュ上で抗血満 と抗原とを30℃で15分反応させて電顕観察を行った.
本ウイルス,BYMVl0,BYMV-GおよびCIYVVのそれぞれに対する抗血帖を用い,
それぞれのウイルス抗原との相互血IWTf反応について,微摘凝頻反応試験,SDS-寒天ケル内
二重拡散法,および間接 ELISAを行った.微滴凝集反応法には抗原として0,1MTris-HCl
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緩衝液 (pH7,0)で5倍希釈した罷病ソラマメ粗汁液を用いて常法により行った.SDS-塞
天ゲル内二重拡散法は0.80/.寒天,0.50/.SDS,10/.アジ化ナ トリウムを蒸留水に溶かした
ものを用いて行った.間接 ELISA法(I-ELISA)はプレ- 卜に抗原を吸活させ,次にIgG
を,続いて conjugate(アルが ノホスファタ ゼー標識抗ウサギ IgG)を反応させた後に基
質を加え反応値を測定した.二重抗体法 (DAS-ELISA)はCr0-4抗血楢からグルタ-ル
アルテヒドを用いる常法により酵素結合抗体を作製し,それを用いて常法により行った.
両 ELISA法で用いたIgGは,部分梢製した健全ソラマメ蛋白質であらかじめ吸収した抗
血清から精製した.また非特異反応を避けるため抗原および一次抗体を吸着させた後,10/.
の BSAで30分間ブロッキングした,
SDS-ポリアクI)ルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE) ウイルス外被蛋白質の電気泳
動は Laemmli21)の方法に準 じて行った.
電顕観察 ウイルス粒子の電子顔後続 (日立 HU-12,H-7000B)観察は2%リンタング
ステン酸 (pH7.0)で染色した試料およひ純化標品について行った.細胞質内封入体の染
色には1-20/.モリブテン酸アンモニウム (pH85)を用いた.感染植物超薄切片の電顕
観察は病葉の細片を60/.グルタールアルデヒドとlO/.四酸化オスミウムとで二重固定し,
ユタノ-ルで脱水後エポキシ樹月削こ包埋 して薄切 りにし,酢酸ウラニルとクエン酸鉛で二
重染色して行った,
実 験 結 果
1.寄主範囲と病徴
本ウイルスに全身感染したソラマメの横車粗汁液を接種源として,各種植物に汁液接種
を行った.Tablelに示したように,接種を試みた12科47柿 (62品種)の植物のうち,2
科 8種 (10品種)に全身感染し,5科15種 (20品種)に局部感染 した.それらのうち主な
感染植物における病徴をTable2に示した.なお,サフランから分離された Cr0-13分離
株の寄生性t)本ウイルスとほぼ同じであった.
インゲンマメ (Phaseolusuulgaris):5品種を供試したが,品樺 ㌧金時'では接種後 1週
間ほどで接枝葉に退色斑点を生じ,日数の経過に伴って支脈や葉脈に治って広がり,やが
て葉脈えそを生じた.上乗には接種後 2週間ほとで退色斑点や軽いモザイクを生じ,後に
は接種架と同様に葉脈えそを生じた.金`時'以外の4品種(山城黒三度,白衣等,初みどり,
およびTopCrop)では横粗菓にのみ局部感染し, 金`時'と同様の病徴を現したか,全身感
染しなかった (PlateI,2,3).
ソラマメ (VlrCiafaba)'接種糞には小えそ艶 車を生じ,全身感染して,接種 1週間後頃
から上兼に明瞭なモザイクを現した (PlateI,4′
エンドウ (Pzlsumsatiuum):接種薬には退色斑点を生 じ,全身感染して接種 1週間後項
から上薬にモザイクを現した (PlateI.5).
ゴマ (Sesamum zndicum):接種糞には病後が見られなかったが,全身感染して接種 1
週間複頃から上薬にモザイクを現した.その後E]数の経過に伴って奇形や葉脈えそによる
葉巻症状か現れ,茎にもえそを生じた.
ツルナ (Tetrat,0-oniae坤ansa):接種後5-7日目で接種葉に2-3mm大の淡い退色斑
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Table1,HostrangeofBYMV (Cro14)isolatedfromcrocus
Systemicsusc勿Iibleplantspecies
LegumlnOSae VICiajTaba,Phaseolusvulgay7'S,PisumsaEluum,Casiaoccidenlalis,
Tn/oliumlnCaγnaEum,Aslr噂Glussinicus,Medicagosaliva
Pedaliaceae Sesamumindicum
L,ocalsusceptibleplant
Solanaceae
Aizoaceae
Compositae
Chenopodiaceae
Leguminosae
si)ecies,
NicoLianalabacum.N.clevelandi,N.glulinosa,N.rusLica,
flyoscyamusniger,LycopersicumesculenEum
TeLragoniaexpansa
Zl'nniae/egans
Chenot)odiumamal-anticolor,C.qumoa,Spinaceaoleracea,Beta
vulgaris
Vlgnaangukm'S,V,radiala,Glycinemax
Nun-susceph'bleplant
Solanaceae
CucurbiLaceae
Cruciferae
ComPOSitae
Leguminosae
Gramineae
lridaceae
Caryophylaceae
Amarylidaceae
species,
Physalisj70m-dana,Peium'ahybrida,Solanummelongena,Datura
sLrlamOnium,Cai)S7Cumannuum
Cucumissaiu狐 C.melo.Cucurbilamoschala,C.m(㍑ima.
Lagenariasiceraria
Brassicarat)a,Rat)hanus.wtivus
HelianLhusannuus,LacLucasaliva,CaltsLePhuschinensis,
ArcLiumland
Vigna71adiaEa,Tnfoliumyepens,T.p71aEense
Zeamaps
GladwlusgandauensLS,BelamcandachinensIS
DianLhusbarbalus
H軸easirumhyb7-dum
点を生じ,その後, 1週間ほどで5-6mm に拡大した.全身感染はしなかった.
Chenopodiumamwanlicolor,Cquinoa:接種後約 1週間ほどで接種集に1-2mm大
の淡い退色斑点を生じたが,全身感染しなかった (PJateI,6).
本ウイルスはインゲンマメでは 金`時'以外の供試4品種に全身感染しなかった点で他の
分離株とは異なっていた.
2.アブラムシによる伝搬
本ウイルスはモモアカアブラムシ (Myzuspersicae)によって非永続的に伝搬された.
3.粗汁液中での安定性
罷病ソラマメ粗汁液中での本ウイルスの安定作は.不活化温度が60-65oC10分,希釈限
度か10~4-10~5,保有限度が8-16日 (2O-G であった.
4.純化ウイルスの性質
紫外部吸収 純化ウイルス標品の紫外部吸収曲線は245nmおよび258nmにそれぞれ極小
および極大吸収があり.A26｡/A28｡は1.32であった.
ウイルス粒子の形態 DN法試料の電顕観察により,ウイルス粒子の長さを2,000分の 1
228 J2 17=棚 究
Table2.HostreactionofBYMV(Cr0-4)isolatedfromCrocus.
P一ant Local Systemic
Leguminosae
Vicia/abc
Phaseolw uulgaris
Kintoki
Kurosando
PisumsaEiuum
Pedaliaceae
Sesamumindicum
Solanaceae
Nicolianalcbacum
N.cleuelandi
N.glulinosa
Ai7.0aCeae
TeElLqOniaexpansa
Chenopodiaceae
ChenopodiumamaranEicolor
C.quinoa
Cucurbitaceae
Cucumbsaliuus
CS
CS.NS
CS
M
M,CS,VN
M,CS
M,SN,Stu
CS二chloroticspot,Ilatentinfection,M mosaic,NS:necroticspot,SN
stemnecrosis.Stu.stunt,VN veinnecrosis
?? ? 】
??
?? ?
?
? ?
? ?? ? ? ? ? ?
800 900 1000(nm)
4PO 5qO 600 7Lu h
FigL Partic一elengthdistributionofBYMV (Cr0-4)isolatedfromCrocus
mm の gratingの幅を基準として測定し,その長さの分布を Fig･1に示した.本ウイル
スの粒子は,長さ約750nm,幅約12nm の屈曲ひも状であった (Platei,7).
ウイルス外被蛋白賞の分子量 本ウイルスの純化標晶を SDS処理して得た外被蛋白質
の分子鼠をSDS-PAGEにより測定した結果.約34,5OOdalton(d)であった (PlateII,
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5).比較のため調べた BYMVIG,BYMV10およびCIYVVの分 召itはそれぞれ34,000
d,34.500dおよび35,000dであり,大きな差は認められなかった.
5.血 清 反 応
純化した本ウイルスおよびBYMV-Gを家兎に注射して得られた抗血il■J･の力価は,微嫡
子姓鵜反応法で,それぞれ1/2,048倍.および1/1,024倍であった.
免疫電顕法 本ウイルスは BYMV-0杭血il■J-とよく反応した.本ウイルスは免疫屯鵜法
で本ウイルスに対する抗血清とよく反応し,粒子の周 りに抗体が付着した-ロー現象か見
られたか,比較のため試料中に混合したCIYVVは反応しなかった (P一ateI.8.9).ま
た.サフランからの Cr0-13分離株は本ウイルス抗血'n!fと非7;1日こよく反応した.
微滴凝集反応法 本ウイルス,BYMV-0,BYMV-Gおよび ClYVVについて,それ
ぞれの抗血清との相互反応を微滴凝某反応法によって調べた.Table3に示すように,本
ウイルスは BYMV10 杭血泊と1/128倍,BYMV-G抗血清と1/64倍,CIYVV抗血清
と1/32倍まで反応した.また,CIYVVは homologous以外の抗血清とは全て1/8倍ま
でしか反応しなかった.
SDS-寒天ゲル内二重拡散法 本ウイルス,BYMV-0,BYMV-GおよびC)YVVにつ
いて,それぞれの抗血iI-;･との相互反応を SDS-寒天ゲル内二屯拡散法によって調べた.本
ウイルスに対する抗血清を用いた場合,ho1101ogous,BYMV-0 および BYMV-Gとは
よく反応したが,本ウイルスとBYMV-0,BYMV-Gとの間にはspurが形成され,CIYVV
に対して沈降帯を生じなかった (P一ateI,1).BYMV-G,BYMV一〇およびCIYVV抗
血清は homologousのみで沈降帯が形成された (platelI,2,3,4).
二重抗体法(DAS-ELISA) 杭本ウイルスIgGとそのconjugateを用いたDAS-ELISA
では,碍病ソラマメを用いたウイルスの検出試験で,粗汁液の10~5倍まで検出が可能であっ
た.また,本ウイルスは BYMV-Gよりi)BYMV-0とかなり近い反応値を示し,CIYVV
とは全 く反応 しなかった (Fig.2).
間接 ELISA法 (トELISA) 本ウイルスと他の BYMVの2系統iJlよびCIYVVとの
血所掌的類縁関係を I-ELISA で調べた (Fig.3).抗本ウイルス IgG を用いた場合.
homologousの次に BYMV-0 が高い反応値を示し,その次にやや離れて BYMV-Gが
反応し,CIYVVはあまり反応しなかった.抗 BYMV-GIgGを用いた場合,homologoLIS
の次に本ウイルスが反応したが.抗体濃度が1JLg/mC 以下では,本ウイルスと BYMV
Tab】e3.HomoLogousandhe[erologous[i〔ersoran〔isera[oCr0-4,BYMV一〇.
BYMV-GandClYVVinmtCroprecIPi亡in亡ests
Antiserum
Cr0-4 BYMV0 BYMV-G
Cr0-4
BYMV-0
BYMV一c
clYVV
???????? ? ???
230
128
512
64
8
Homologous〔itersareprlntedlnbold
???? ? ????
? ? ?
捷 ･31J:研 究
? ? ? ?
??
??
? ?
? ? ? ?? ? ? ?? ? ? ? ? ?
10~l 10~2 101 10-. 10~5 10-6
Dlut)onofcrudeextracts
Fig.2 DetectionofthreelSOlatesofBYMV (CT0-4,BYMV-0,BYMV-G)
andCIYVVincrudeextractsofinfectedbroadbeanleavesbyDAS-
ELISA,usinganti-Cro141g(J
-O との間には殆ど差がなく,CIYVVはあまりFil.LILなかった.抗 BYMV-OIgGを用
いた場合,homologousの次に本ウイルてが商い反応値を示し.その次にやや離れてBYMV
-Gが反応し,CIYVVはあまり反応しなかった.杭CIYVVIgGを用いた場合,homologous
とのみよく反応し,本ウイルスおよび BYMVの2系統とは殆ど反応しなかった.
以上の血清反応の結果から,本ウイルスはBYMV-0と類縁性が高く,また本ウイルス,
BYMV-0およびBYMV-Gの3系統とCIYVVとは血清学的に遠縁関係にあることが認
められた.
6.程病葉超薄切片の電顕観察
罷病したソラマメおよびタロゴマの超薄切片について電顕観察を行った結果,細胞質内
にpinwheel構造やIaminatedaggregate構造の細胞質内封入体が多数観察された (Plate
II,7).この細胞質内封入体切片に見られる構造はBYMVS･14)のそれと類似していた.し
かし細胞質内結晶性封入体 (DB)は観察されなかった.
考 察
本報のウイルスは長さ約750nm のひも状粒子であり,感染植物細胞内に pinwheelや
laminatedaggregate構造の細胞質内封入体を形成すること,およびその寄生性から判断
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Fig.3.Reactionofthreeiso一atesofBYMV (Cr0-4･BYMV一〇,BYMV-G)
andCIYVVwithbothhomologousandhetero】ogouslgCinトELISA･
して Potyvirus群に属する BYMVの特徴5･6･11･13･14･23'とよく一致し,また血滑反応試験で
BYMV-0抗血清とよく反応したことから beanyelow mosaicvirus(BYMV)と同定
された.
BYMVはインゲンマメ,ソラマメ,エンドウなどに発生が多く,またグラジオラス.プ
リ-ジ7,アイリスなどのマメ科以外の植物にも発生が認められている6110･11･13,15･'6-19･25133'
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わが国ではBYMVは寄主鈍間の違いにより,狭いもの (ソラマメモザイク系 (B),エン
ドウモザイク系 (P)),広いもの (普通系 (0),えそ系 (N))に類別されている.BYMV
は主にマメ科.アカザ科の多くの植物に寄生性を示すか,ナス科.ユリ科に寄生性を持つ
系統も知られている19).本ウイルスはソラマノ,エンドウ,インゲンマメ(金時).ゴマ等
に全身感染してモザイクや葉脈えそをおこし,ツルナや C,amaranticolor等に局部感染
するなどの点でBYMVの多くの分離株の特徴と一致している.しかし,Russoら(1979)
か報告したサフランからの BYMVは N cleuelandiに全身感染し,インゲンマメ,N.
glutmosaおよびN tabacum には感染しないが,本ウイルスおよびサフランからの Cr0-
13分離株は,N.cleuelandiに局部感染したが全身感染せず,インゲンマメ,N.glutinosa
およびN.labacumに感劉生があるなどの点で違いが見られた.本研究で比較に用いたBYMV
-0や BYMV-Gは インゲンマメの TopCrop,山城黒山度および衣笠の品種に全身感染
したが,本ウイルスはそれらの品種に全身感染しない点で寄生性を若干異にしている.し
かし,本ウイルスはその主な植物-の寄生性や病徴から判断して BYMVの普通系に類似
するものと思われた.
外被蛋白質の分子丑について見ると,本ウイルスとBYMV-0はおよそ34,500dであり
BYMV-Gはそれより約500d小さく,CIYVVは約500d大きかった.これまでに報告さ
れているSDS-PAGEによる種々のBYMV系統の外被蛋白質の分子虫は32,000d～35,000
dの範囲にあり2･8124.25･31),ウイルス外被蛋白質遭伝子の塩基配列から計算された分子量は
30,998dと報告されている31).しかし,SDS-PAGEによる蛋白質の分子丑はあくまでも見
かけの分子量であり,分子の荷電状態や泳動条件によって異なるため,BYMV系統間の外
級/il-E':l質のより詳細な比較にはペプチ ドマッビングなどの指標か必要と思われた.
本ウイルスとBYMV2系統および CIYVVとの血清学的類縁関係について調べてみる
と,微滴凝集反応法では,本ウイルス.BYMV-0およびBYMV-Gの相互間で反応がみ
られたが,その反応伯には差があった.しかし.BYMV3系統とCIYVVとの間には他の
報告3･26)同様弱い反応がみられたのみであった.SDS一寒天ゲル内二重拡散法では,本ウイル
ス抗血清を用いたとき,他の BYMV2系統の沈降軌 こ対し,homologousの沈降帯にspur
が形成されたことから.lrhj著聞には異種抗原の存在か認められた.また,CIYVVはBYMV
の3系統の全ての抗血清に対し沈降帝か認められず,他の報告22･25)とほぼ一致した.
それぞれの抗血清か;ユ精製したIgGを用いてトELISAを行った結果,本実験で供試し
た TgG膿度では.BYMV3系統に対する IgG と CIYVVあるいはその逆の組合せの時
ELISA値が低 く,徴滴凝集反応法の結果と同様であった.BYMV3系統間の相互反応試
験では heterologousな組合せでも比較的高い ELISA値を示したが,系統間では差異か
見られた.本ウイルスに対するIgGを用いた場創 二は,homologousの次にBYMV-0が
高い値を示し,BYMV-0に対するIgGを用いた場合には,homologousの次に本ウイル
スが高くその値が按近し,BYMV-Gに対するIgGを用いた場合には,抗体浪度が1〝g/
mP 以下で,本ウイルスと BYMV-0 とはほとんど同じ値であった.前述の相互血清反
応試験の結果から,供試4校のウイルス間の血酒学的位置づけを試みてみると,本ウイル
スは BYMV-0 と類縁関係が高く,BYMV-C とはやや離れ,CIYVVとは遠縁関係にあ
ると判断された.
慮接 ELISAの一種である DAS-ELISAは多くの植物ウイルスの検出,診断に広 く用
62巻 (1991) 233
いられており,その有効性か明らかにされている.本ウイルスに対するIgGおよびアルカ
リホスファターゼ標識IgGを用いてウイルスの検出を行った緒札 本ウイルス帯病ソラマ
メ粗汁液で10~5倍まで検出可能であった.なお,健全試料での非特異的反応は全く認められ
なかった.この検出系により他のBYMV2系統およびCIYVVの検出を行った結果,CIYVV
とは全 く反応しなかったが,BYMV-0 および BYMV-Gの反応値は homologousより
やや低 く,10~4倍まで検出できた.この様に,本法はCIYVVとの反応が無いことや,BYMV
の3系統がともに高い値を示していることから.BYMVの検出,診断に大変有効であると
思われた.
摘 要
新潟L).l･で採集した薬にモザイク症状を示すクロッカスから beanyelowmosaicvirus
(BYMV)を分離,同定し,さらに本ウイルスとエンドウから分離されたBYMV-0,グ
ラジオラスから分離された BYMV-Gおよびエビネから分触された cloveryelowvein
virus(CIYVV)との血滑学的類縁関係を明らかにした.本ウイルスは77ラムシによって
非永続的に伝搬され,また汁液接種可能で,供試Lた12科47私の植物のうちソラマメ,エ
ンドウ.ゴマなど2科 8種に全身感放し,タバコ.ツルナ,C.amaJ,anlicolorなど5科15
種に局部感染した.本ウイルスの病兼粗汁液中でC7)不活化限界は耐熱性が60-65oC(10分),
耐希釈性が10-4-10-5.耐保存性が8-16日 (20oC)であった,ウイルス粒子は長さ約750
nm,帽約12nmのひも状であった.罷病ソラマメの病葉から得られた本ウイルスの純化標
品の紫外部吸収曲線は245nmおよU258nmにそれぞれ極小および極大吸収があり,A26｡/
A280は1.32であった.また外被蛋白質の分子藍は約34,500dで,BYMV-0と等しく,BYMV
-GはそれよI)約500d小さく,CIYVVは約500d大きかった.本ウイルスは免疫電顕法お
よび微滴凝集反応法による血清反応試験でBYMV抗血清とよく反応した.また純化ウイ
ルスで家兎を免疫し,微摘凝集反応法で力価2,048倍の抗血清が得られた.作製した抗血清
を用いてELISA法 (二重抗体法)により罷病ソラマメからウイルスの検出を試みたとこ
ら,検出希釈限界は10-5であり,BYMV3系統は共に高い反応値を示したが,CIYVVは
全く反応しなかった.感染植物細胞の超蒋切片にはpinwheelおよびIaminatedaggregates
構造の細胞質内封入体が認められ 病葉の DN 法試料中にも平行直線微細構造のある
Po[yvirus特有の細胞質内封入体の破片が観察された.また本坑血浦は.佐賀県で採集さ
れたモザイク症状を小すサフランから分離されたひも状ウイルス (Cr0-13)と免疫電頭法
でよく反応し,Cr0-13分離株の寄生性も本ウイルスと等しいことから,Cr0-13分稚株もBYMV
と同定された.
本ウイルス,BYMV-0,BYMV-Gおよび CIYVV相互間の血糖学的類縁関係を,級
滴凝集反応法,SDS一寒天ゲル内二束拡散法および間接 ELISA法を用いて調べた結果,本
ウイルスは BYMV-0 と最も放線関係が高く.BYMV-Gとはやや離れ,CIYVVとはか
なり速線関係にあると判断された.
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HostRangeandPropertiesofBeanYellow MosaicVirus
(BYMV)InfectingCrocus,andSerologicalRelationships
amongThreeStrainsofBYMV
HiroshiK仙ES川GE,TakanoriMAmA,NarinobuINOUYE
Summary
Beanyelowmosaicvirus(BYMV)wasisolatedfromcrocus(Cr0-4isolate)and
saffron,Showingmosaicsymptomsontheirleaves.Cr0-4Couldbetransmittedbysap
inoculationto23of47speciesヒested,from 6to12families,respectively.Eightspecies
becameinfectedsyslemicaly,Theviruswasa一sotransmittedreadilybyaphids(Myzus
i)ersicae)inanon-persistentmanner.SapfrominfectedVic由fabawasstilinfective
after10minat60cbutnotafter10minat65℃,atthedilutionlO14butnotatlO15,
orafter8daysat200Cbutnotafter16days.
Filamentousparticles,C.12×750nm,Werefoundinbothsapandpurifiedprepara-
tions.Theultravio一etabsorptionspectrumofthevirusshowedanA26｡/A28｡ratioof
1.32,TheMrofthecapsidproteinmonomerwasabou亡34,500.1ncomparisonthoseof
BYMV-0,isolatedfrom pea,BYMV-G,isolatedfromgladiolus,andcloveryelow
veinvirus(CIYVV),isolatedfrom Calanthewereabout34,500,34,000,and35,000,
respectively.
ThevirusreactedwithBYMV-antiserum inmicroprecipitintestsandinimmuno-
electronmicroscopySapofViciafabaeachinfectedwithoneofthethreeisolatesof
BYMV,StilreactedinDAS-ELISA,usinganan亡iserumagainstCr0-4,atthedilution
10L'.to10-5butnotat10-6:CIYVVcouldnotbedetectedatalinthisway.Inultrathin
sectionsofinfectedleaftissues,pinwheelsandlaminatedaggregateswereobservedin
thecytoplasm.
InacomparisonofthreeisolatesofBYMV,andCIYVV,usingreciprocalserological
testslikemicroprecipitintest,SDS-agargeトdiffusion亡est,andindirectELISA,Cr0-4
andBYMV-0werefoundtobemorecloselyre一atedtoeachotherthantoBYMV-G,
andtheyappearedtobedistan亡IyrelatedtoCIYVV.
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ExpJanationofp一ates
Plate1
1.CrocusnaturaHylnreC〔edwithBYMV,showingmosalC
2 LocatsymptomsonPJweolusI)ulgarT'sinfected＼州hBYMV (Cr0-4),showingvein
neCrOSIS
3 SystemicsymptomsonFlaSeOltLSVulgan'scvKinloklinfectedWithCr0-4,showlngVeln
necrostsandmosaic
4 SyslemicmosatcsymptomsinducedbyCr0-4onVicia/aba
5.SystemlCmosaicSymPlornsinducedbyCr0-40nPISumSahuum
6.ChloroticspotsinChenopod7rumquinoaInoculatedwithCr0-4
7 NegallVelystainedCr014partlCteSOfapurifledpreparationBarrepresents200nm
8 EIectronmicrographorpreparationofCr0-4andC】YVVpartlCJesmlXedwlthCro-4-
anttserumdiluted1/300.CIYVVdldnotdecorateataHBarrepresents200nm
9 ELeclronmicrographorapreparatlOnOfCr0-4particlesmixedwlthCro-4-antiserum
diluted1/200.Barrepresents200nm
Pla〔ell
i-4 SDS-agargel-diffLlSiontestsCentralwe日scontainantlSerum,Cas1Cr0-41antlSe-
rum,Oas BYMV10-antiserum.Gas BYMV-G-antiserum andClas CtYVV-antiser-
um.TheperlPheraLwe‖sconlalnbroadbeansapLnrectedwith〔herolowinglsola[es.C
Cro14,OIBYMV10,G BYMVICandCIClYVV H'heaFthybroadbeansap
5 SDS-PAGE.lane1 markers,lane2 Cr0-4(34.5Kd).lane3 BYMV-G(34Kd),
lane4:BYMV-0(345Kd),一ane5 CIYVV(35Kd)
6 FragmentorstainedlamlnatedaggregateinnegatlVelystalnedsapfrominfectedVTCla
faba,Barrepresents200nm
7 PinwheeLsand)aminatedaggregatesofcytopJasmlClnClus)OnbodJeSin〔hecytoplasmof
inrectedVtcia/abcBarrepresents800nm
238 農 学 ノ肝 究
62巻 (1991)
Platell
94
67
.43
(Kd)
240
寺 て 守 ⊥『 言 逓
I- = :.
30 -
2017 ･ijニ
14,4 -
般 学 研 究
